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Testsystem 2ur Auff indung von Substanzen zur Forderung des 

Neuritenwachstums . 



5 Gebiet der Erfindung, 

Die Erfindung betrif'ft ein Verfahren sowie ein Testsystem 
zur Suche oder PrUfung'von Wirksubstanzen, welche das 
• Wachstum und/ Oder das Uberleben von Nervetizellen beein- 
10 flussen, insbesondere fordern, damit erh&ltliche 

Wirkstoffe, Verwendungen des Testaystems sowie verwendun- 
gen der Wirkstoffe./ 

5 Hinte.rgrund der Erfindung und Stand der Technik. 

Die Funktion von Nervenzellen ist abhangig von der Aus~ 
bildung und dem Erhait funktionsf ahiger - Neiiriten. Da eine 
betrachtliche Anzahl neurodegenerativer Erkrankungen, 

20 (beispielsweise Alzheimer Erkrankung, diabetische Neuro- 
pathie, multiple Sklerose und die- Sch&digungen nach cere- 
braler Ischamia) einhergeheti 1 mit Degenerationen von 
Nouriten, besteht ein erheblicber Bedarf an Substanzen, 
welche das Ncuritenwachs turn fdrdern und die Degeneration 

2 b von Neuriten hempen* , 

Ribonukleoproteine (RNP) sind RNA bindende Proteine, be- 
teiligt an der Biogenese, dem Transport und der Funktion 
von mRNA und rRNA, Zu den RNP geharen die "small nuclear" 
30 Ribonukleoproteine (snRNP) und die "heterogeneous nuclear" 
Ribonukleoproteine (hnRNP) . hnRNPs spielen eine wichtige 
Rolle bei verschiedeneti Aspekten des RNA-Stof fwechsels wie 
z.B. Splicing, Transport, Poly-Adenylierung, 
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Stabilisierung und Translation (Review: Krecic and Swan- 
' son/ 1999; Literaturliste mit vollstandiger Bibliographie 
siehe Ende der Beschreibung) . 

5 Von einigen snRNP ist bekannt/ dass sie Bindungspartner 
darstellen fUr das "Survival motor neuron" (SMN) Protein 
(Liu und Dreyfuss, 1996; Meister et al 2000).' SMN ist im 
Komplex mit einigen anderen JProteiiien wie Gemin 2, Gemin 
3,. und Gemin 4 anzutreffen, bindet an 0 snRNAs (Fischer et 
• 10 al 1997, Btlhler et al 1999; Selenko et al 2001) und ist an 

• der 'Biogenese und Funktibn von snRNPs, dem "splicing" Pro- 
cess dor pre-mRNA und der Prozessierung und Modifikation 
von rRNA beteiligt, (Pellizzoni et al <Curr Biol 11: 
1074-1088, 2001; Friesen et al Mol Cell 7:1111-1117,2001). 

15 

Neuere Befunde zeigen, dass auch spezielle hnRNPs (hnRNP-R 
und hnRNPQs) mit normalem SMN Proteinen interagieren,. 
wahrend mutiertes SMN von Patienten mit spi-naler 
muskuiarer Atrophie (SMA) nicht an hnRNPs bindet (Mourela- 
20 tos et al. EMBO J 20 : 5443-5452 , 2001 ). FUr diese speziellen 
hnRNPs wurde wiederum ihre Beteiligung an dein Spiicing- 
Prozess der m-RNA belegt (Mourelktos et al EMBO J 
20:5443-5452,2001) . • . 

• 25 Mutationen oder Deletionen des Genes flir SMN fiihren 7.ur. 
Reduktion von f unktionellem SMN-Prqtein und somit 2um Auf- 
treten der spinalen muskuiaren Atrophie (SMA), einer 
autosomalen rezessiven Muskelerkrankung, bei welcher durch 
eine progressive Degeneration der Motorneuronen eine fort-- 
30 schreitende Muskelschwache und Muskelatrophie entsteht. 
(Korinthenberg et al 1997 ; Melki, 1997). 
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Die Kausalitat ist in soweit belegt, als eine vermindert.e 
Expression von SMN zur Apoptose von Motoneuronen des Vor- 
derhorns des Rtickenniarkes und zur SMA (Crawford und Pardo 
1996) ftihrt, und bei Mausen zur Degeneration von Motoneu- ' 
5 ronen ftlhirt (Jablonka et al., 2000)." . '\ 

Jedo.ch scheint trot2 dieser Kausalitat das SMN Protein 
kein Uberlebensf aktor far Motoneurqne ; zu sein, da eine 
Uber express ion des normal en SMN Proteins Motoneuronen 

10 nicht vor,Zelltod, beispielsweise verursacht .durch Entzug 
von trophischen .Faktoren, schttt.zt (Cisterni et alNeuro- 
bioX Dis 8:240-251, 2001). Desweiteren ist es fraglich, ob 
bei der SMA der splicing Prozess der mRNA in Motoneuronen 
beeintrachtlgt ist (Jablonka et al 2000; Tucker et al 

15 2001) . 

Trotz des Fortschritts iiti Verstandnis der Funktion von SMN 
beim pre-mRNA-Splicing ist nur wenig tlber den Pathomecha- 
nismus iri'der SMA bekannt. Es bleibt eine offene Frage, 

20 waruro verrihgerte Mengen an f unktionellem SMN-Proteiri in 
alien Geweben zueinem spezifischen Absterben von Mo- 
torneuronen ftihren kann* Eine mogliche Erkiarung konnte 
darin liege'h, dass SMN zusatzliche Motorneuronen- 
spezifische Aufgab'en erfttllt* Diese Funktion konnte auf 

25' der Interaktion mit Motorneuronen-spezif iachen Protelnen 
basieren. SMN ist auBer in nukle&ren Strukturen- auch im 
Zytoplasma von Motomeuronen, einschliefilich der Dendriten 
und Axonen lokalisiert (Pagliardini et al-, 2000), . 

30 Die SMA gehort: zu den neurodegenerativen Erkrankungen, die 
sich darch Degeneration von Nervenzellen' auszeichnen. 
Hierzu zahlen Alzheimer/ diabetische Neuropathie, ■ Multiple 
Sklerose und die Folgeerkrankungen d^r cerebtalen 
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Ischamie. Eine Prophylaxe oder Therapie dieser Erkrankun- 
gen ist derzelt,, wenn tiberhaupt, nur eingeschrSinkt 
moglich. Neue Verfahren 2ur Suche nach Wirksiibstanzen wis 
auch Wirksubstanzen 2ur Prophylaxe oder Therapie dieser. 
5 Erkrankungen werdensomit dringend benotigt. 

Neuere Befunde zeigen (Rossoil et al« r 2002), dass i) 
spezielle hnRNPs, genannt hnRNP-R und hnRNP-Q , obwohl sie 
im Organismus ubiquitar in Zellen anzutreffen sind, ■' 

10 wahrend der Embryogenese im Rtickenmark am starksten ex- 
primiert werden, ii) dass hnRNP-R im wesentlichen im Zyto- 
plasma von Motoneuronen exprimiert wird, und zwar 
besonders in der^n Axonen, geringer in Axonen von sensoti- 
schen Neuronen und iii) dass die Uberexpression von hnRNP- 

15 R oder von hnRNP-Q in Nervenzellen zu einem erheblich ver- 
sb&rktem Wachs turn von Neuriten ftthrt. 



Technisches Problem. 

20 * 

Der Erfindiing liegt daher das technische Problem zu 
Grunde, ein Testsystem, mit welchem sich Wirkstoffe iden- 
tifizieren lassen, die sich zur Prophylaxe und/oder Be- 
handl^ng von neurodegenerativen Erkrankungen und/oder 

25 Neryenschaden durch Verletzungen eignen, sowie solche 
Wirkstoffe anzugeben. 



Der Erfindung zu' Grunde liegende Erkenhtnisse. 

30 

Grundlage der Erfindung ist der iiberraschende Befund, dass 
die heterogenen nuklearen Ribonukleoproteine R und Q 
(hnRNP-R und hnRNP-Q), von denen bekannt ist, dass sie das 
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Wachstum von Neuriten erheblich ftirdern, gemeinsam mit dem 
Produkt des Smn-Genes an die mRNA von fc-Aktin spezifisch 
binden und dass dieser Komplex 'in die Axon© und Wachstum- ■■ 
szonen von Motoneurons transloziert . . 

5 

Grundztige 'der Erfindung und bevorzugte 
AusfUhrungsbeispiele, 

10 Gegenstand de : r Erfindung sind somit Substanzen, welche zur 
Steigerung der Bildung von Komplexen aus folgenden Kompo- 
nenten in Nervenzellen fuhren (1) hnRNP, in besonderem von 
hnRNP-R und hnRNP-Q, sowie aller ihrer Splicing-Isof onnen, 
(2) SMN-Protein unci (3) A~Aktin mRNA, Test system© zur Auf- 

15 findung von solchen Substanzen wie auch zur Ermittlung des 
Funktionszustandes von Nervenzellen, wobei fi-Aktin allein 
(mRNA oder Protein) - oder ' in Kombination mit mindestens 
einer weiteren Komponente dieses Komplexes nachgewiesen 
wird und die Verwendung dieser Substanzen fttr die Prophy- 

20 laxe und/oder Therapie vori neurodegenerative!! Erkrankungcn 
oder Nervenschaden durch Verletzungen. 

In einer besondererr Ausf tihrungsf orm dieser Erfindung 
fSrdern diese Substanzen die Komplexbildung von hnRNP-R 
25 und/oder von hnRNP-Q inklusive aller . Splicing-Isof ormeh 
(in weiterer Folge nur noch hnRNP-R und -Q g'enannt) mit 
dem SMN Protein und mit der mRNA fur fl-Aktin* 

Zu diesen Substanzen zahlen Nukleins&ureseguenzen, welche 
30 far Ribonukleoproteine hnRNP-R und -Q kodieren und welche 
in die Nervenzelle mit den dem Fachmann bekannten ver- 
fahren wie beispielsweise mit Hilfe von dem Fachmann 
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bekannt'en viralen Vektoren oder nicht viralen Vektoren 
eingefiihrt werden.- 

Zu diesen Substanzen zahlen jedoch.auch Wirkstoffe, welche 
.5 auf die Nervenzelle derart einwirken, dass die Nervenzelle- 
yerstarkt Ribonukleoproteine, - im- Besonderen hnRNP^R 
und/oder hnRNP -Q Proteine bildet. 

Cogens tand der Erfindung sind des weiteren Verfahren zur 
ao Suche nach Wirkstof f en, welche die Komplexbildung von Ri- 
bonukleoproteinen, iia Besonderen von hnRNP -R und/oder 
hnRNP-Q in Nervenzellen verstarken, wbbei ©ine Zelle in 
Kontakt gebracht wird mit der zu prttfenden Substanz und in 
der Zelle die Menge an fi-AkLin allein oder. mit mindestens 
15 einer weiteren Komponente des Kompiexes bestimmt wird. 

Gegenstand der Erfindung ist des weiteren die Verwendung 
eines erf indungsgemS.fi en Wirkstoffes ftir die Diagnose, die 
Prophylaxe und /oder Therapie einer neurodegenerativen • 
20 Erkrankung oder einer Nervensch&digung durch Verletzung 
oder Vergiftung, 

Gegenstahd der Erfindung ist des. weiteren der Nachweis von 
fc-Aktin allein oder mit mindestens-' einer weiteren Kompo- 

25 nente des Komplexes zur Diagnose und/oder Verlaufskon- 
trolle einer neurogenerativen Erkrankung. Kin derartiger 
Nachweis erfolgt entweder molekularbiologisch mit Hilfe 
von Nukleptidsequenzen, welche mit der gesamten oder mit 
Teilen der Nukleo tidsequenz von 5-Aktin spezifisch hybrid- 

30 isiereh beispielsweise unter Anwendung der dem Fachmann 
bekannteti in situ Hybridisierung oder Reverse- 
Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) oder der 
Nachweis erfolgt mit Hilfe von AntikGrpern oder 
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Antikc-rperfragmenten, welche an Aktin oder spezifisch ft- 
Aktin binden oder durch andere Substanzen, welche spezi- 
fisch Aktin binden wie z.B. Fluoreszenz-markiertes Pbal- 
loidin odor Phallacidiru 

5 / :. 

Beziiglich Methoden zum» Nachwels bzw. zur Bestimmung einer 
Oder mehrerer Komponenten eines erf indungsgem&flen Testsys- 
tems wird ausdrttcklich auf .die Beispiele verwiesen, . 

10 Unter den Begrif f der Ribonukleoproteine (RNP) fallen ins-^ 
besbndere alle snRNP,-. einschlieJUich aller Splicevarianten 
bzw. Isoformen, humaner sowie nicht humaner Herkunft*. 
Nicht hieruntdr fallen nicht- funktionale Mutationen, Ent- 
sprechendes gilt fur SMN Proteine .und B-Actin. Der Begriff 
. 15 nicht- funktional b.ezeichnet dabei Mutationen, die in einem 
ansonsten erf indungsgem&flen Testsystem keine Komplex- 
' bildung RNP/SMN/6-Actin mRNA zeigen. Die Sequenz von human 
hnRNP-R ist unter der Access ionnummer AF000364.1 bekannt, 
Eine neuere Version ist unter der Accessionnummer 
20 NM_00582 6 bekannt. Sequenzen von human hnRNP-Q (3 Splicing 
Isoformen. Ql, Q2 und Q3) sind unter den Accessionnummern 
AY034483, AY034482 und AY034481, respektive, bekannt. Die i 
• Sequent von Maus hnRNP-R ist unter der Accessionnummer 
AF441128 bekannt. Die Sequenz von Maus hnRNP-Q ist unter 

• 25 der Accessionnummer AF093821 bekannt. Die Sequenz von hu- 
man SMN ist unter der Accessionnummer AH006635 bekanrit. 
Die Sequenz von human fc-Actin ist unter der Accessionnum- 
mer NM_001101 . (mRNA) bekannt. Im Rahmen der Erfindung sind 
auch funktionale Teilsequenzen sowie Bindungsregionen der 
30 Komponenten' einsetzbar. Hierunter fallen 'beispielswoise 
der 3' untranslatierte Bereich der S-Aktin mRNA sowie die 
"zipcode". Region. ' 
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Die' galenische Herrichtung einer erf indungsgemaBen phar-, 
mazeutischen Zusammensetzung kann in f achublicher Weise 
erfolgen. Ms Gegenionen fUr ionische Verbindungen kommen 
beispielsweise m\ fC. Li* oder Cyclohexylammonium infrage 
5 Geeigente feste oder fliissige galenische Zubereitungsf or- ' 

men sind beispielsweise Granulate, .Pulver, Dragees, Ta~ 
• bletten, (Mikro-) Kapseiln/ Suppositorien, Sirupe, SSfte, 
Suspensionen, Emulsionen, Tropfen oder inj izierbare Ldsun- 
qen (i.v., i.p., i.m.) sowie Praparate mit protrahierter 
10 wirkstoff-Freigabe, bei deren Herstellung ubliche • '. 

Hilfsmittel wie Tragerstof f e, Spreng-, Binde-, Oberzugs-, 
Quellungs-, Gleit- oder Schmiermittel, Geschmacksstof f e, 
Siifiungsmittel und Losungsvermittler, Verwendung finden. 
Als Hilfsstoffe sei Magnesiurocarbonat , Titandioxyd, Lac- 
15 tose, Mannit. und andere Zucker, Talcum, . MilcheiweiJi, Gela 
tine, Starke, Zellulose und ihre Derivate, tierische und 
pflanzliche Ole wie Lebertran, SOnnenblumen-, Erdnuss- 
oder sesambl, Polyethylenglycole und L&sungsmittel, wie 
etwa steriles Wasser und ein- oder mehrwertige Alkohole, 
20 beispielsweise Glycerin, genannt. Eine erf indungsgemafie 
p'harmazeutische Zusammensetzung ist dadurch herstellbar, 
dass mindestens eine erf indungsgemail verwendete Substanz 
in definierter Dosis mit einem pnarmazeutisch geeigneten 
und physiologisch vertraglichen Trager und ggf. weiteren 
25 geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoffen gemischt und 
• zu der gewilnschten Darreichungsform hergerichtet ist. 

' im Folgenden wird die Srfindung anhand von lediglich Aus- 
fUhrungsformen darstellenden Beispielen naher erlautert. 

30 
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Beispiel 1: Messung. des Axon-Wachstums von Motoneuronen* 
aus einem Mausmodell fur Spinale Mus.kelatiro- 
• * phie (5MA) 

' 5 Prirnare Motoneurone wurden aus dem lumbalen Rtickenmark von 
Smn-/-; SMN2 Mauseii und Smn+/+; SMN2 Kontrollen isoliert. ■ 
In diesem Modell f.tir Spinale Muskelahrophie (SMA) , wird 
humapes SMN2 als Transgen in -Ma'usen mit deletiertem Smn 
(Schrank'et al;, 1.997) exprimiert (Mcriani et al., 2000). 

10 Die t Motoneuron© wurden nach bereit,s beschriebenen Methoden 
kultiviert (Wiese eh al./ 1999). Spinale Motoneurone wur- 
den am Embryonaltag 14 aufgrund ihrer Bindung an. mit 
Anti-p75 Neurotrophin-Rezeptor Antikorper beschichtete 
Kulturschalen isoliert und in einer Dichte von 3000 Zellen 

15 /cm2 in .6-Well Kulturschalen (Fa. Groiner Bio-One GmbH," 
Frickenhausen,- .Deutschland) auf GlasplSttchen ausplat- 
tiert, welche mit Poly-Ornithiri und Laminin beschichtet 
worden waren (Wiese et al., 1999; wiese et al-, 2001). Die 
Zellen wurden in Neurobasal -Medium (Fa. .Invit'rogen, Carls- 

20 bad, Kalifornien, USA) mit Pferdeserum, 500 pM Glutamax 
• und 50 jig/ml Apotransf errin bei 37°c und 5 % 'CQ2 kul- 
tiviert. Die Genotypisierung der Embryonen erfolgrte nach , 
einer beschriebenen Methode (Monani et al., 2000). CNTF 
und BDNF wurden zu einer Endkonzentration von 10 rig/ml 

25 2aqcgeben. Die Halfte des Mediums wurde am erst on Tag und 
jeden zweiten Tag ersetzt. Zur Messung der. Neuritenlange 
wurden die Motoneurone, nachdem sie 5 Tage lang kultiviert 
worden waren, mit 4% Paraformaldehyd in gepufferter 
Kochsalzlosung (PBS) fixiert und mit Aceton nachf ixiert . 

30 Nach dem- Blockieren unspezif ischer Bindungsstellen mit 10 
% Albumin aus Rinderserura (BSA) wurden die Zellen tiber 
Nacht bei 4°C mit den folgenden Antikorpern inkubiert: 
Kaninchen Antikorper gegen Phospho-Tau (Fa. Sigma, St. 
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Louis, Missouri, USA; 1 jig/ml) und ein .monoklonaler Maus- 
AntikSrper gegen-MAP-2 (Fa. Chemicon, Pittsburg, Pennsyl- 
vania, USA; 1:1000). Die Zellen wurden dreimal rait Tris- 
gepufferter Kochsalfclcisung mit Triton X-100 (TBS-T) ge~ 
5 waschen, eine Stunde mit Cy2 und Cy-3-konjugierten 
Sekundarantiktfrpern inkubiert (Fa. Dianova, Hamburg, 
Deutschland; 1:200) und nac-h neuerlichem Waschen mit TBS-T ■ 
wurden die Zellen in Mowiol (Fa. Sigma, St. Louis,. Mis- 
souri) eingebe'ttet . 
10 . 

Die gefarbten Zellen wurden am Konfokalen Laser-Sc^nning- 
Mikroskop eingescanned (Leica, Solms, Deutschland) . Die 
FSrbung mit. Ariti-Phospho-Tau identif iziert axonale Fort- 
satze. Die Lange der Forts^tze wurde mittels des „Scion 
15 Image" Sof tware-Programms gemessen (Fa. Scion Corp. Fre- 
derick, Maryland, USA) . 

Dabei zeigten die von Smn-/-; SMN2, Mausembryos gewonnenen 
Motoneurone eine spezifische Reduktion der Lange der 
•20 Phospho-Tau positiven Axone (-27%) im Vergleich zu Smn+/f; 
SMN2 Kontrollen (224 . 7±20 . 5 yim vs ♦ 307.6±23.1 put). Das 
Ergebnis ISsst auf .ein reduziertes Axon-Wachstum infolge 
verringerter Menge an Smn-Protein schliefien. 

Beispiel 2: Messung.des Neuritenwachstums in transient, mit 
Smn oder hnRNP-R und -Q transf izierten PC12 
Zellen 

30 Phaeochromozytom-Zellen aus der Ratte (PC12) wurden in 
DMEM (Fa. Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) + 10% 
Pferdeserum und' 5% fStalem Kaiberserum + Antibiotika kul- 
tiviert. Vor der Transfektion wurden die Zellen in hoher 
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Dichfce in 24~Well Kulturschalen ausplattiert und mit 1 \ig 
- Plasmid-DNA tranafiziert (Lipof ectamine 2000, Fa: invitro- ' 
gen, Carlsbad, Kalifornien, USA) « Dazu wurden Bxpres- 
sionsplasmide verwendet, in welche mit Epitop-Tags (IIA-Tag 
5 oder FLAG-Tag) markierte Wildtyp-Formen Oder mutierte Ver- 

sionen von Smn, hnRNP R oder hnRNP Q kloniert worden 
' waren , Am Tag nach der Transf ektion wurden die Zellen. in 
35mm Kulturschalen . auf Pol y-DL-Orni thin beschichte ten 
Glasplattchen in einer Dichte von 1000 Zellen / cm2 aus- 
10 plattiert. Als Dif ferenzierungsmedium wurde DMEM .+ 2% 
• Pferdeserum und 1% fatalem KSlberserum +. 50 ng/ml NGF +An- 
tibiotika verwendet. Nach drei Tagen wurden die Zellen 
fixiert und gefSrbt. Die PC12 Zellen wurden mit 4% 
Paraformaldehyd (PFA) in gepufferter Kochsalzlosung (PBS) 
15 fixiert. Nach dem Blockieren unspezif ischer Bindungsstel- 
len mit. 15 '% Ziegenserum + 0, 3 % Triton X-100 wurden die.. 
Zellen tiber Nacht bei 4°C mit den folgenden Antikdrpern 
inkubiert: Kaninchen Antik6rper gegen hnRNP R (Rossoll et 
al., 2002; 1/1Q00), Anti-Neurof ilament H (Fa," Sigma, St. 
20 Louis, Miaaoiiri, USA; 1:400), Anti-HA (HA. 11, Fa. Covance, 
Denver, Pennsylvania, USA; 1:2*50) und An ti- FLAG M2 (Fa. 
Sigitia, St. Louis, Missouri, USA, 1:500). Die Zellen wurden 
dr'eimal mit Tris-gepuf f erter Kochsalzlosung mit Triton 
X-100 (TBS-T) gewaschen, 1 Stunde mit Cy2 und 

• 25 Cy3-konjugierten S e kundsr ant ik<3r pern jnkubiert (.Fa. Di- 
anova, Hamburg,. Deutschland, 1:200). Nach neuerlichem 
Waschen mit TBS-T wurden, die Zellen in Mowiol eingebetteL 
und am Fluoreszenzmikroskop oder Konf okalmikroskop wie 
bben angegeben ausgewertet. 

■ 30 

Transient transf izierte PC12 Zellen welche die Wildtyp- 
Form von Smn, hnRNP R oder Q Oberexprimierten, wiesen im 
Vergleich zu den Kontrollen einen etwa 25~30%igen Zuwachs 
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an Neuritenwachstum auf*. Smn mit einer ,Funktitiutation 
welche keine Interaktion mit hnRNP R zeigt (Rossoll et 
al,, 2002) und welche-auch in SMA-Patienten gefunden wurde 
(SmnY272C) hatten keinen stimulierenden Effekt* Auch mu- 
5 tiertesr hnRNP R mit einer Deletion.'.der ersten beiden RNA- 
' Bindungsdom&ften (von Aminosaure 166-331) oder der Deletion 
der Smn-Interaktionsdomane (von Aminos&ure 522-556) 
forderte nicht. das Neuritenwachstum. Eine Co-Expression - 
von 'der Wildtyp- Form von" San, mit mutiertem hnRNP R anter- 
10 driickte den Wachstums-fSrdernden Effekt. Umgekehrt machte 
eine Co-Expression von der Wildtyp-Form von, hnRNP R mit 
dem mutierten Smn ebenfalls den Wachstums-f Grdernden Ef- 
f ekt zunichte, 

15 Zusammen zeigen diese Experimented dass der 

Neuritenwachsttims-fprdernden Effekt von Smn und hnRNP R 
hur bei den Wildtyp-Formen auftritt, die miteinander in- 
teragieren konnen, 

20 

Beispiel 3: Messung des Neuritenwachstums in Smn oder \ 

hnRNP-R odor -Q tlberexprimierenden stabilen , 
PC12 Zelllinien 

25 Zur Herstellung stabiler Zelllinien wurden PC12 Zellen wie 
oben beschrieben kultiviert und mit Expressionsvektoren 
fili ".die Wildtyp-Form oder mutiertes Smn, hnRNP -R oder 
hnRNP- Q tranfiziert. Danach wurden die Zellen in geringer 
Zelldichte mit dem Antibiotikum G418 auf ihre' Neomycin-- 

30 Resisten2 hin selektiert. Individuelle Klone wurden auf 
ihre stabile Expression der zu exprimierenden Konstrukte 
duzrch Westernblot-Analyse getestet. Zur Messung der Neu- 
ritenlSnge wurden d\e Zellen wie oben beschrieben auf 
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beschichtete Glasplattchen ausplattiert, durch Zugabe von 
Dif ferenzierungsmedium dif feren2iert und nach sieben Tagen 
fixiert, gefarbt und, das Neuritenwachstum' quan.tif iziert 
wie oben beschrieben. 

5 ' . ' ■ • 

-PC12 Zelllinien welche die Wildtyp-Forra von hnRNP R und Q 
Oberexprimieren zeigten etwa dreimal langere Neuriten als 
' die untransf iziarten oder mit dem leeren Plasmid trans- 
f iziarten Kontroll-Zellli nien, Zelllinien welche hnRNP R 
10 ohne RNA~IntRraktionsdomanen oder Sim-Interaktionsdomane 
(siehe oben) tiberexprimieren, wiesen kein verstarktes Neu- 
ritenwachstum auf. Der Ef f ekt' war starker .als in den tran- 
sient transf izierten Zelllinien, da die stabilen / 
Zelllinien Uber einen langeren Zeitraum .(sieben statt drei 
. 1J5 Tage) dif f erenziert werderi konnten. 



• Beispiel '4: Nachweis von Sinn und hnRNP R sowie .des. fi-Aktin 
Gehalts in Axonen und Wachstumskegeln von 
20 Motoneuronen 

' Die Kuitivierung der Motoneurone sowie die Fixierung, Far- 
bung und Auswertung erfolgte wie oben beschrieberi. Als. 
■ . Antikerper wurden monoklonaler anti-Smn Antikdrper, (Fa, BD 
25 Biosciences, Lexington, Kentucky, USA; 1:500), Kaninchen 
Anti-hnRNP R Antikftrper {Rossoll et al., 2002; 1/1000), 
Anti-Aktin {Fa. Roche, Basel, Schweiz; 1:200) und fi-Aktin 
(Fa; Abeam, Cambridge, UK; 1:1000) verwendet. Da in Neu- 
riten vorzugsweise 11-Aktin lokalisiert ist, sind die Er- 
30 gebnisse ftir Anti-Aktin und spezifischen Anti-fl-Aktin 
ahnlich. 
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In Motoneuronen von Kontrol'l~M&usen war die JJ-Aktin- 
spezif ische Farbung in den distalen Anteilen der' Axone und 
den wachatumskegeln konzentrie'rt ♦ In Motoneuronen von 
Sinn-/-; SMN2 Mausen war diese Farbung viel schw£cher aus- 
5 gepragt. Die Farbungeh iciit Anti-Aktin und Anti-B-Aktin 
Antikorpern zeigten ein ahnliches Ergebnis. Dieses Ergeb- 
, nis legt nahe, dass Smn fttr die Lokalisatibn von fi-Aktin 
an den &achs turns kege In erforderlich ist. 

10 Immunzytochemie rait Anti-hnRNP R Antikorpern zeigte eine 
Farbung entl.ang der Neuriten mit einer Akkumulation in den 
Wachstumskegeln. In den Smn-/-; SMN2 Motoneuronen war die 
FUrbung im Ver.gleich zu den Kontroll-Motoneuronen 
schwacher. Dieser Befund korreliert rait der beobachteten 

15 ausschliefllichen Lokalisation von der hnRNP R Mutante ohne 
■ . Sron-Interaktionsdomane im Zellkern, Die Interaction von 
hnRNP R init Smn scheint fiir die distale Lokalisation von 
hnRNP R erforderlich zu sein. hnRNP R und Smn zeigen in 
den Axonen der kultivierten Motoneuronen Co-Lokalisatioh. 

20 

Beispiel 5: Nachweis von Smn und hnRNP R sowie des 6- 

Aktin-Gehalts in Neuriten -und Wachstumskegeln. 
von kultivierten Zelllinien 

25 ' 

Die Kultivierung der PC12 Zelllinien sowie die Fixierung, 
FSrbung und Auswertung erfolgte wie oben beschrieben. Als 
Antikorper . warden rnonoklonaler anti-Sian Antikttrper (Fa, bd 
Biosciences, Lexington, Kentucky/ USA; 1:500), Kaninchen 

30 Anti-hnRNP R AntikSrper (Rossoll et al., 2002; 1/1000), 
Anti-Aktin (Fa* Roche, Basel, Schweiz; 1:200) und fi-Aktin 
(Fa. Abeam, Cambridge, UK; 1:1000) verwendet. Da in Neu- 
riten vorzugsweise fi-Aktin lokalisiert ist,s'ind die 
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Ergebnisse fUr Anti-Aktin ,und spezif ischen Anti-fi-Aktin 
&hnlich. 

Die Flirbungen zeigten in den die' Wildtyp-Form von hnRNP R 
5 liberexprimierenden PC12 Zelllinien unci in den mit dcsm 
leeren Plasmid transf izierten Kontroll-Zelliinien eine 
starke Konzentration voh fl-Aktin iji den Wachs turns zonen der 
Neur.iten. In Zelllinien welche die Deletionsmutante ohne 
RNA-Bindedomaneii Uberexprimieren, war nur eine schwache 
10 F&rbung in den Wachs turns zonen messbar. Dieser dominant 
' negative Effekt l&sst darauf schliefien, dass funktionelles 
hnRNP R fur die richtige Lokalisatioh von fi-Aktin benOtigt 
wird. Die Wildtyp-Formen von Smn und hnRNP R zeigten in 
den Neuriten der Zelllinien Co-Lokalisation'* 

Beispiel 6: Nachweis der Bindung vonB-Aktin mRNA an hnRNP 
R 

20 Die untranslatierten 3' Region ,von fi-Aktin vom Stop-Codon 
bis zur Foly-A Sequenz oder die sogenannte „zipcode- 
Region" (Kislauskis et al.,. 1.994) wurden durch RT^PCR am-, 
plifiziert und in ein Plasmid mit der Bindungsstelle fUr 
die T7 RNA-Polymerase kloniert (pT219) . Wahlweise wurde 

•25 ©in Poly-A-Schwanz von 30 Nukleotiden angefugt* (Verwen- 
dete Primer: actinUTRfwd ATGAAAGCTTAGGCGGACTGTTACTGAGCTGC , 
actinUTRpolyAfullrev 

ATGAGAATTC-T (30) -GTGTAAGGTAAGGTGTGCAC, actinUTRpolyAziprey 
ATGAGAATTC-T ( 30) -CTGCGCAAGTTAGGTTTTGTC, actinUTRf ullrev 
30 ATGAGGATCCGTGTAAGGTAAGGTGTGCAC ♦ ) Die Plasmide wurden durch 
Verdau mit EcoRI am 3' Ende linearisiert und auf gersinigt . 
0,2 ug wurden fOr die RNA-Synthese mittols in vitro Tran- 
skriptibn mit dem radioaktiv markierten Nukleotid a32P-CTP 
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verwendet. (T7 Transcription Kit, Fa. MBI Fermentas, Vil- 
nius,. Litauen) . Die markierte trans kribierte RNA wurde : - 
ttber Zentrifugation mitt el 3 G-25 Saulchen (Fa. Amersham, 
Piscataway, New Jersey, USA) auf gereinigt . 
5 Eine Zelliinie aus menschlichen embryonalen Nierenzellen 
(HEK 293) wurde rait durch HA-Epi'top-markierte Expras- 
sionskonstrukte far die Wildtyp-Formen oder mutierte Ver- 
sionen von Smn oder hnRNP R trail's f iziert ■ Nach 48 Stunden 
wurden die Zellen in Lysepuffer lysiert (25. mM Tris-HCl . 
10 pH«8.0, 137 mM Nad, 2rtiM EGTA, 2 mM EDTA, 10 % Glycerol, 3. 

% Triton X-100, 0,05 % fl-Mercaptoethanol and Proteasein- 
• ' hibitoren; Fa. Roche, Basel, Schweiz) und die HA- 
■ markierten Proteine durch Immun-Prazipitation mit Anti-.HA- 
Agarose (HAlll, Fa. Covance, Denver, Pennsylvania; USA) 
15 aufgereinigt . Die Immunkomplexe warden fiinfmal. mit dem . 
Lyse-Puffer und einmal mit RBB-Puffer gewaschen (RBB: 10 
mM Tris pH=7/5, 1,5 mM MgCl2, 250 mM KC1, 2 mM DTT und 
0,25 % Triton X-100) und mit der . markierten RNA 30 Minuten 
bei Raumtemperatur in RBB-Puffer inkubiert. Die RNA^ 
' 20 Protein- Komplexe wurden mit dreimal RBB-Puffer und RBB- 
Puffer. + 5mg/ml Heparin (Fa, Sigma, St. Louis, Missouri,' 
USA) gewaschen. Die Pellets wurden in 20 pi RBB-Puffet 
resuspendiert, und aus Nitrozelluloae-Filter aufgetragen . 
• (Protran, Fa. Schleicher & Schuell BioScienceGmbH, 

• 25 Dassel/Relliehausen, Deutschland) . Diese Filter wurden mit 
Phospho-Imager-Flatten (BAS-2500, Fa. Photo Film Europe 
GmbH, Dttsseldorf, Deutschland) exponiert und die gebundene 
Radioaktivitat wurde als Photo-stimulierte Lumineszenz 
[PSL] mittels des AIDA Software Pakets gemessen (Fa. 
30 Raytest, Straubenhardt, Deutschland) ♦ 

Die Ergebnisse zeigten, dass die Wildtyp-Form, jedoch 
nicht die mutierten Versionen (siehe oben) von hnRNP R an 
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den 3 r untranslatierten Bereich von J3-Aktin mRNA binden.- 
Diese Bindung erfolgte unabh&ngig von dem Poly-A-Sohwanz . 
Auch die „zipcode"-Region allein zeigt spezifische . 
Bindung. 

5 

Diese Ergebnisse demonstrierten-nicht nuir sine Bindung von 
hnRNP R an' fi-Aktin mRNA, sondern legen- auch nahe, dass die 
.Interaktion iait Sinn fur diese Bindung erforderlich ist, da 
die mutierte Version ohne die Smri-Interaktionsdomane keine 
10 fi-Aktin mRNA-Bindung zeigten. 

i«, 

Zusamraengenommen lassen die Ergebnisse darauf schlie&en, 
dass ein Komplex von Smn und hnRNP R oder Q an JS-Aktin 
'mRNA bindet und in Axone von Motoneurone aber auoh andere 
15 Neuriten transloziert . Sterungen dieser Komplexe fUhrsnzu 
reduzierten B-Aktin Konzentrationen an den Wachs turns zonen 
der, Neuriten und damit zu vermindertem Axon-Wachstum. 
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PatentansprUche 

1. Verfahren zur Suche oder Prtifung von Wirksubstanzen, 
-welche das Wachstum und das tJtoerlaben von .Nervenzellen 

5 beeinf lussen, wobe.i eine Zelle in Kontakt gebracht wird 
mit mindestens einer prospektiven Wirksubstanz, wobed 
nachfolgend in dieser Zelle die mRNA des ft-Aktin oder 
das B-Aktln Protein allein ode^r gemeinsam iait dem SMN 
Protein und/ oder einem. Ribonukleinprotein hnRNP, insbe- 
10 sondere dem .Ribonukleoprotein hnRNP-R und/ader hnRNP-Q, 
best invent werden, beispielsweise in Wachs turns zonen von 
Neuriten, wobei die dabei ermittelten Mengen dieser • 
Komponenten verglichen werden mit den Mengen an diesen 
. Komponenten 1 in einer Zelle, 'welche nich.t mit der 
■ 15 prospektiven Wirksubstanz in Kontakt gebracht wurde, 
und wobei im Falle einer erhdhten Menge die Wirksub- 
stanz selektiert wird* i \ 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei eine, mehrere oder 
20 ' alle Komponenten mit AntikSrpern oder Antlk6rperf rag- 

menten nachgewiesen und optional quantitativ bestimmt 
werden, . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei B-Ak'tin mit 
25 Aktin-bindenden Substan2en nachgewiesen und optional 

quantitativ bestimmt wird, 

4. Verfahren nach einem der Ansprtfche 1 bis 3, wobei eine,. 
mehrere oder all© Komponenten durch Messung ihrer mRNA 

30 nachgewiesen und optional 'quantitativ bestimmt werden* 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, wobei die 
Zelle eine Nervenzelle ist. 
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6, Verfahren nach einem der Ans^rtiche 1 bis 4, wobei.die 
. Zelle mesodermalen oder endodermalen Ursprungs ist* 

5 7.' Testsystem zur Durchftihrung eines Verfahrens .nach einem 
der Ansprttche 1 bis 6, mit einer Zelle, Zellen einer 
Zelllinie, oder einer Zellen enthaltenden Gewebeprobe, 
mit Mittein zur Kultivderung der' Zellen, sowie mit Mit- 
teln zur qualitativen oder quantitation Bestimmung ' 
10 einer, mehrerer oder aller Komponenten „ 

8. Verwendung des Testsystems nach Anspruch 7 zur Suche 
nach Wirksubstanzen, . welche das Wachstum und Oberleben 
von Nervenzellen anregeh und/oder welche das Wachstum . 

15 von Neuriten und'Axonen anregen. 

9, Verwendung des Testsystiems nach Anspruch 7 zur Prtifung 
des Wachstums und des tiberlebens von Nervenzellen, ins- 

1 besondere zur Diagnose und/oder Verlauf kontrolle einer 

20 neurodegenerativen Erkrankung und/oder Nervenschaden 
durch Verletzungen oder Vergif tungen ♦ 

10, Wirksubstanz erhaltlich mit einem Verfahren nach einem 
der Ansprttche 1 bis 6, wobei diese wirksubstanz in 

25 einer Zelle die Menge an Komplexen enthaltend die Kom- 

ponenten Ribonukleinproteine, insbesbndere hnRNP-R 
und/oder hnRNP-Q, SMN und 6-Aktin mRNA erh6ht. 

11. Verwendung einer Wirksubstanz nach Anspruch 10 zur . . 
30 Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur 

F5rderung des Wachstums und des ttberlebens von Nerven- 
zellen, insbesondere zur Prophylaxe oder Therapie 
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neurodegenerativer Erkrankungen und/odor. Nervenschaden 
durch Verletzungen Oder Vergi f tungen. 

5 * 



10 




15 



20 ' 



30 



Datum 21.03.03 14:05 FAXG3 Nr. 642509 von NVS:FAXG3. 10.0201/03028305225 (Seite 27 von 28) 



22 



. Zusammenf assung 

Die Er'f iridung betrif ft eirr Verfahren zur Suche oder 
Prtifung von Wirksubstanzen, welche das Wachstum und das 
5 Uberleben von Nervenzellen beeinf lussen, wobei eirie ZellV 
in Kontakt * gebracht wird mit mindestens einer Substanz und 
nachfoigend in dieser Zelle die mRNA des fl-Aktin oder das . 
tt-Aktin Protein allein oder gemeinsam mit dem'SMN Protein 
und/oder einem Ribonukleinprotein hnRNP, insbesondere dem 

10 Ribonukleoproteirr hnRNP ^R und/oder hnRNP-Q, bestimmt war- 
den und die erraittelten Mengen- dieser Komponenteti. verg li- 
chen werden mit den Mengen an diesen Komponenten in einor 
2elle, welche nicht mit der prospektiven Wirksubstanz in 
Kontakt gebracht wurde, ein Testsystem 2ur Durchfuhrung 

15 dieses Verfahrens sowie Verwendungen solcher Testsysteme . 



20 



30 
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